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Cefalosporyny są coraz szerzej stosowane w lecznictwie, dlatego problemy 
analityczne występujące w procesie produkcyjnym jak również w analizie pro- 
duktów farmaceutycznych wymagają stosowania nowych, bardziej efektywnych me- 
tod oznaczeń. Znane dotychczas metody oznaczania cefalosporyn: spektrofotome- 
tryczna [1,2,3,4], HPLC eet polarograficzna [7], jodometryczna [8] oraz miarecz- 
kowania w rostworach niewodnych [9,10] charakteryzują się co prawda korzystną 
granicą oznaczalności 1074M, lecz wadą ich jest skomplikowane i dość pracochłonne 
przygotowanie próbek do analizy snacznie wydłużające czas oznaczania. 

Badania prowadzone nad właściwościami elektrod z pseudociekłą fazą poten- 
cjałotwórczą, selektywnych względem antybiotyków, doprowadziły do opracowania 
elektrod z grupy penicylinowych — elektrody kloksacylinowa [11], benzylopenicyli- 
nowa [12], ampicylinowa [13] oras elektrody s grupy cefalosporyn - elektroda cefa- 
lotynowa [14]. 

W pracy niniejszej przedstawiono wyniki badań, które doprowadziły do 
opracowania elektrody cefazolinowej oraz cefradynowej. 

Cefalosporyny (Ryc. 1) budową swą są sbliżone do penicylin, mają 4- 
członowy układ f-laktamowy, a odróżnia je od penicylin 6-członowy układ dihy- 
drotriasynowy. Obecność grupy karboksylowej przy pierścieniu As- dihydrotriazy- 
nowym sprawia, że cefalosporyny mogą dysocjować w rostworach wodnych. Aniony 
cefasolinowe oras cefradynowe tworzą trwałe kompleksy s ciekłymi anionitami. 
Połączenia te są trudno rozpuszczalne w wodzie. Dobra rozpuszczalność tych kom- 
pleksów w plastyfikatorze sprawia, że mogą one być użyte jako substancje aktywne 
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Ryc. 1 Budowa cefalosporyn 
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pseudociekłej fazy membranowej. Fazę tę stanowi plastyfikat składający się s kom- 
pleksu cefalosporyna - IV-rsędowa sól amoniowa, PVC, plastyfikator. Znajduje się 
ona w czujniku elektrody i ma bezpośredni kontakt s chlorkosrebrową elektrodą 
wyprowadzającą. Potencjał elektrod cefalosporynowych zależy od stężenia cefalo- 
sporyny w rostworse i opisany jest równaniem: 


RT 
E = Eo — 2.308 — 5 Ig|acefalosporynal 


Konstrukcja elektrody pokazana jest na ryc. 2. Elektrody s pseudociekłą fazą po- 
tencjałotwórczą [15] posiadają wszystkie salety elektrod coated wire”, a prsewyi- 
szają je znacznie czasem życia dzięki znacznej objętości fasy Ter sj, 
które jest reserwuarem substancji aktywnej. 
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Ryc. 2. Konstrukcja elektrody: 1. obudowa, 2. kabel, 3. czujnik, 4. elektroda Ag/AgCl, 
5. pseudociekła fasa potencjałotwórcza 


CZĘŚĆ DOŚWIADCZALNA 


Odczynniki: chlorek sodu, azotan sodu, octan sodu (cz. d. a., POCh - 
Gliwice), cefalotynian sodu — Inst. Bioch. Piri, Milan, Italy, Sefril* - POLFA- 
Tarchomin, Lic. E.R.Squibb and Sons Inc., cefapirynian sodu - Lab.Bristol - Paris, 
ciekły wymieniacs - Aliquati 336 - General Mills, USA. 


Rostwory podstawowe cefalosporyn otrsywywano przez rospusscsenie odwa- 
iki cefalosporyny w wodzie redestylowanej. Roztwory robocze otrsymywano metodą 
roscieńczeń rostworu podstawowego. Rostwór podstawowy cefradynianu sodu 
(Sefril*) usyskano przes sobojetnienie odpowiedniej odwaski kwasu cefradynowego 
wodorotlenkiem sodu. Rostwory cefalosporyn przygotowywane były codziennie, 
pomiędsy pomiarami przechowywano je w lodówce w temp. +5°C. Wszystkie roz- 
twory przygotowywano przy użyciu wody redestylowanej. 
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Faza potencjałotwórcza elektrody 


Faza potencjałotwórcza elektrody składa się s plastyfikatu PCW, w którym 
sawiessona jest substancja aktywna: kompleks Aliquat 336 — odpowiednia cefalospo- 
ryna. Rospusscsalnikiem jest plastyfikator mieszany: ftalan dwubutylowy - fosforan 
trójbutylowy. Substancję aktywną otrzymano drogą periodycznej ekstrakcji jonowy- 
miennej anionu cefalosporynowegoz fazy wodnej do fazy organicznej, którą był Ali- 
quat 336. Ekstrakcję cefalosporyny prowadzono do zaniku reakcji na obecność jonów 
chlorkowych w fasie wodnej. (Czas pojedynczej ekstrakcji - 10 min. Objętość fazy 
organicznej - 10 ml. Objętość fasy wodnej - 20 ml. Stężenie cefradynianu sodu lub 
cefasolinianu w fasie wodnej - 1071M). Po zakończeniu ekstrakcji fase organiczną 
oddzielono od fazy wodnej, sussono ją i używano do preparatyki fasy membrano- 
wej. W tym celu sporządzono mieszaninę o następującym składzie wagowym: 0.1g 
Aliquat 336 w formie cefradynianowej lub cefazolinowej, 0.59g ftalanu dwubutylo- 
wego, 0.01g fosforanu trójbutylowego, 0.3g PCW. Miessanina tą napełniono czujnik 
elektrody s wprowadzoną elektrodą Ag/AgCl i żelowano ją w temp. 80 — 85°C w 
czasie ok. 30 min. Po ostygnięciu elektrodę cefradynową kondycjonowano ok. 4 h w 
1071M rostworse cefradynianu sodu, sas elektrodę cefasolinowg w 1071M rostworze 
cefazolinianu sodu. 


Pomiar siły elektromotorycznej 


Pomiar siły elektromotorycznej układu elektroda cefalosporynowa - elek- 
troda odniesienia (Orion 90-02) wykonywano w temperaturze 25°C + 0.1, w naczyn- 
kach termostatowanych. (Ultratermostat U-2 prod. NRD). Rostwory miessane były 
mieszadłem mechanicznym. Klucz elektrolityczny elektrody odniesienia napełniony 
był 5 - 1072M rostworem CHs COOH Na, pH=7.0. Pomiary wykonywano przy po- 
mocy Microprocesor lonalyser Orion 901 lub Radiometer Copenhagen PHM-62 
Standard pH-Meter. Dane potencjometryczne rejestrowano prsy pomocy rejestra- 
tora BME 79812 Recorder Muszer Meresstechnike - Hungary. 


Wyniki 


W celu oceny przydatności analitycznej elektrod cefalosporynowych wysna- 
csono ich podstawowe parametry analityczne: nachylenie charakterystyki, granicę 
detekcji, selektywność, czas odpowiedzi, salesnoéé potencjału elektrody od pH ros- 
tworu. 
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Ryc. 3. Krzywe kalibracyjne elektrody cefasolinowej: 
A. 1. cefazolina, 2. cefalotyna, 3. cefapiryna, 4. cefradyna, 
B. 1. cefazolina, 5. azotany, 6. chlorki, 7. octany 


Krzywe kalibracyjne 


Krzywe kalibracyjne elektrod cefazolinowej oraz cefradynowej wyznaczano 
w rostworach cefazolinianu sodu lub cefradynianu sodu w zakresie stężeń 10 
1075M. Rostwory otrzymano metodą rozcieńczeń rostworu podstawowego. Uzy- 
skane wyniki pokazano na ryc. 3,4. 


Nachylenie charakterystyki elektrody cefazolinowej wynosi -61.9 mV/pc, 
granica detekcji 5· 105M. Parametry elektrody cefradynowej są podobne: nachyle- 
nie charakterystyki 60. 3m V/ pe, granica detekcji 8-10~°M. W rostworach o ” stałej” 
mocy jonowej I=0.2 nachylenie charakterystyki badanych elektrod jest mniej ko- 
rsystne i wynosi: elektroda cefazolinowa — 48 mV/pc, elektroda cefradynowa — 

- 46mV/pc. Niektóre parametry analityczne elektrod cefasolinowej i cefradynowej 
podano w Tab.1. 


Selektywość 


Selektywość badanych elektrod oceniano wyznaczając ich współczynniki se- 
lektywności w stosunku do jonów interferujących. Współczynniki selektywności wy- 
snaczano dwoma metodami: metodą rostworów oddzielnych oraz metodą rostworów 
mieszanych. Uzyskane rezultaty przedstawiono w tabeli 3. 


Przy wyznaczaniu współczynników selektywności elektrod metodą ros- 
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Ryc. 4. Krsywe kalibracyjne elektrody cefradynowej 
A. 1. cefradyna, 2. cefalotyna, 3. cefasolina, 4. cefapiryna 
B. 1. cefradyna, 5. asotany, 6. chlorki, 7. octany 


tworów oddsielnych korzystano s saleśności 
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odcsytujac wartości potencjałów pray stężeniu cefalosporyny 102M. 
Wysnaczając współczynniki selektywności metodą rostworów miessanych 
oblicsano je s zależności: 


E, — Ez 


exp NT F * ają = Kunay: 


gdsie: am- aktywość jonów głównych cefalosporyny, a}, - aktywność jonów cefalo- 
sporyny po dodaniu jonów interferujacych, ay, - aktywność jonów interferujacych. 

Wartości współczynników selektywności elektrody cefazolinowej są korzy- 
stniejsse w porównaniu z wartościami charakterysujacymi elektrodę cefradynową. 
Nie najlepsza selektywność tych elektrod w stosunku do cefalosporyn w nicsym 
nie umniejsza ich przydatności analitycznej, gdys cefalosporyny te praktycznie nie 
występują w miessaninach, saś w procesie produkcyjnym mamy do czynienia prak- 
tycsnie s jedną cefalosporyną. 
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Tab. 1. Parametry analityczne elektrod cefazolinowej i cefradynowej 
Adik” Elektrody 
cefazolinowa cefradynowa 


Nachylenie charakterystyki 
mv(lg Oe. 

Odchylenie standardowe 
mV 

Wap. korelacji 


Zakres pomiarowy 
mgmi"! 

Czas odpowiedzi (min.) 
Zakres pH pH 
Oporność Mi 


Tab. 2. Współczynniki selektywności elektrod cefazolinowej i cefradynowej 
Współczynniki * Elektrody 
selektywności cefazolinowa cefradynowa 
Roztwory 
Ke oddzielne oddzielne 


cef./n 
Cefalotyna 
Cefazolina 
Cefapiryna 


Cefradyna 
Ampicylina 
Amoksycylina 
Arotany 
Chlorki 
Octan: 


Zależność SEM - t 


Zależność SEM-t układu elektroda cefalosporynowa - elektroda odniesienia 
wyznaczono metodą wstrzykniecia stężonego roztworu standardowego do intensyw- 
nie mieszanego roztworu cefalosporyny rejestrując jednocześnie smiany SEM bada- 
nego układu. Po wstrzyknięciu stężonego standardu badany roztwór rozcieńczano 
wodą w stosunku 1:1. Rostwory używane do tych badań spełniały następujące wa- 
runki: 

Cp:c,=1: 100 


Up: V, = 20:1 


gdsie vp, cp - objętość stężenia próbki, v,, c, - objętość orat stężenie standardu. 
Zmiany SEM rejestrowano na rejestratorse. Usyskane rezultaty prsedsta- 
wiono na ryc. 5. 
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Ryc. 5. Czas odpowiedzi elektrod cefazolinowej i cefradynowej. 
A. elektroda cefazolinowa, B. elektroda cefradynowa, c = 107*M, c, 10 M, v, = 20 
ml, v. = I ml, rozcieńczenie 1-+1 


Badane elektrody charakteryzuje dość krótki czas odpowiedzi rzędu 30-60 
sek. 


Zależność SEM - pH 


Ze względu na chemiczne właściwości cefalosporyn badano zależność SEM 
— pH opracowanych elektrod. W tym celu do badanej próbki (V=20 ml c=10~°M) 
dodawano kroplami HCl lub NaOH o stężeniu = 5.10 2M. Po każdym dodatku 
kwasu lub zasady mierzono pH roztworu, SEM elektrody badanej odczytywano po 
ustabilizowaniu się wskazań elektrody. Krzywe obrazujące tę zależność pokazano 
na ryc. 6. Z przedstawionych krzywych wynika, że elektrody te mogą poprawnie 
pracować w zakresie 4.5 <pM<8.5. 


Wyniki oznaczeń cefalosporyn 


W celu sprawdzenia analitycznej przydatności elektrod cefazolinowej oraz 
cefradynowej wykonano przy ich pomocy oznaczenia odpowiednich cefalosporyn. 
Oznaczenia wykonano metodą ” dodatek wzorca do próbki” , korzystając z przyrządu 
Orion 901 Microprocesor Ionanalyser. 

Uzyskane wyniki oznaczeń porównano z rezultatami uzyskanymi metodą 
jodometryczną polecaną przes Farmakopeę. 

Uzyskane rezultaty oznaczeń cefalosporyn zebrano w tabeli 3. 
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Ryc. 6. Zależność pH- SEM elektrod cefazolinowej i cefradynowej - A - elektroda 
cefazolinowa, B - elektroda cefradynowa 


DYSKUSJA 


W wyniku przeprowadzonych badań opracowano skład fasy potencjałotwór- 
czej elektrod cefasolinowej oras cefradynowej. Ze wsględu na bardzo sbliżone 
właściwości. chemiczne badanych cefalosporyn utrsymano stały skład ilościowy fazy 
membranowej tych elektrod w celu lepszego prześledzenia wpływu podstawników 
w cząsteczkach cefalosporyn na ich powinowactwo jonitu. 

Sumarycsny efekt indukcyjny podstawników charakterystycznych dla cefa- 
soliny powoduje swiekssenie odddsialywania jon cefasoliny - ciekły anionit (Ali- 
quat 336) w porównaniu s oddziaływaniem cefradyny, która ma charakter soli 
wewnętrznej (obecność grupy aminowej i karboksylowej w cząsteczce). Z tego 
powodu współczynniki selektywności elektrody cefasolinowej sarówno względem 
innych badanych 'cefalosporyn jak i anionów nieorganicznych są korzystniejsze 
w porównaniu se współczynnikami charakterysującymi elektrodę cefradynową. 
Większe od jedności współczynniki selektywności obu elektrod wsględem cefalo- 
tyny wskazują, że cefalotyna s podstawnikami 2 — tionylowym i acetoksymetylowym 
charakterysuja się większym powinowactwem do jonitu w porównaniu s cefazoliną i 
cefradyną. Na podstawie usyskanych resultatów moina przyjąć , se powinowactwo 
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Metoda 
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badanych cefalosporyn do anionitu zmniejsza się w następującym szeregu: cefalo- 
tyna >cefazolina>cefapiryna>cefradyna. Elektrody cefalotynowa [14] oraz cefazo- 
linowa wykazują o wiele większą selektywność względem chlorków w porównaniu z 
elektrodą cefradynową. 

Elektrody cefazolinowa oraz cefradynowa zastosowano do oznaczeń cefazo- 
liny i cefradyny w wodnych roztworach o znanej zawartości tych antybiotyków. Uzy- 
skane rezultaty porównano z wynikami oznaczeń jodometrycznych. Wyniki oraz ich 
statystyczną ocenę przedstawiono w tab. 3. W obu przypadkach oznaczeń występuje 
zadowalająca zgodność wyników, świadcząca o analitycznej przydatności opracowa- 
nych elektrod. Stwierdzona dokładność oznaczeń jest typowa dla dokładności metod 
analitycznych s zastosowaniem elektrod jonoselektywnych. 

Obie elektrody mogą znaleźć zastosowanie zarówno w laboratoriach prze- 
mysłu farmaceutycznego, jak również w laboratoriach badawczych, a ich stosowanie 
znacznie skraca czas wykonywania analiz, bez szkody dla dokładności i rzetelności 
oznaczeń. 
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SUMMAR Y 


An ion selective electrodes with a pseudoliquid potential determining phase for cephaso 
lin and cephradine determination has been prepared. The basic electrode analytical parametres 
(slope, detection limit, measuring range, response time and selectivity coefficients in relation to 
cephalosporins) have been determined The electrode having been used for cephalosporins deter- 
mination. 
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